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一 种 分 离 提纯 眼镜 蛇 (Vaja naja atra) 
神经 毒素 的 简便 方法 
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摘 要 


本 文 报 导 了 一 种 分 离 提 纯 眼 镜 蛇 神经 毒素 的 简便 方法 ， 甲 PH7.8，0.014 了 
丽 酸 盐 缓 冲 液 平 衔 的 CM- 纤 维 素 福 吸附 眼镜 蛇毒 ， 经 平衡 缓冲 液 洗涤 后 ， 以 含 
TE NaCl 浓度 的 平衡 缓冲 液 分 段 洗 脱 。 眼 局 蛇 神 经 毒素 在 用 含 0.07Mf NaCl 
ea HR BER PR, AROS BOC BEARER 
理 ， 冷 却 后 离心 除去 变性 的 来 蛋白 沉淀 RRDALERRAY AR, 13] 
念 盐 的 眼镜 蛇 神 经 毒素 沉淀 。 用 Sephadex G10 脱 盐 后 洪 于 ， 叶 可 得 到 纯 眼 镜 
be 43 13 ZH 

LES MRAM REM BAER, RABRRRREKE TUE EH, 
Sephadex G-50 凝 胶 过 滤 野 析出 现 单一 的 、 对 称 的 洗 脱 峰 ， 与 抗 眼 镜 蛇毒 血清 
计 行 免疫 坟 散 时 呈现 单一 的 沉淀 线 。 此 神经 毒素 小 中 腹腔 注射 的 LDso 为 


1.1ug/20g 体 重 , 当 浓 度 为 1.0mgimil 时 ,入 o80m 为 1.07。 得 率 约 为 全 毒 的 6,5%。 


眼镜 蛇毒 的 主要 毒性 成 份 是 多 种 碱 性 多 肽 ， 因 此 常用 阳离子 交换 剂 CM- 纤 维 素 、 
CM-SephadexpkSE—Sephadex 3% 4} BS AR RE BEC 1 ~ 41Yang UIH 4c M E Be OAR ERE 
(Naja naja aira) 蛇毒 中 提纯 了 了 眼镜蛇 神经 毒素 (Cobrotoxin)， 并 得 了 结晶 。 其 纯化 
的 步骤 是 把 眼镜 蛇毒 经 两 次 硫酸 铁 沉 淀 ， 了 到 0.65 一 0.92 硫酸 铁 饱 和 度 的 沉淀 经 Sehadex 
G-25 脱 盐 、 冻 干 ， 再 用 CM- 纤 维 素 分 离 ， 梯 度 洗 脱 ， 得 到 一 个 得 率 为 6 % 的 眼镜 蛇 神 
经 毒素 组 份 ， 溶 液 再 经 脱盐 和 冻 干 得 到 眼镜 蛇 神 经 毒素 。 此 法 可 千 ， 但 操作 较为 繁 锁 ， 
且 只 能 分 离 眼 镜 蛇 神经 毒素 。 本 文 提出 的 方法 ， 系 采 用 较 高 的 PH 和 离子 强度 的 磷酸 趟 
缓冲 液 平衡 CM- 纤 维 素 柱 ， 以 减少 交换 剂 对 等 电 点 较 毒 性 多 肽 为 低 的 醇 蛋 白 的 吸附 ; 用 
70ec 选 择 性 热 变性 除去 眼镜 蛇 神 经 书 素 所 在 的 洗 脱 组 份 中 夹杂 的 不 耐 热 的 酶 ， 并 用 丙酮 
直接 从 深 液 中 沉淀 眼镜 蛇 神经 毒素 。 此 法 操作 较 简便 ， 提 纯 效果 亦 好 ， 同 时 还 可 以 从 
CHM- 纤维 素 柱 上 继续 洗 下 心脏 毒素 等 其 他 组 份 。 
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材料 和 方法 


LRA 取 自 广西 播 州 ， 鲜 毒 经 冻 干 后 制 成 干粉 ， 鱼 存 于 冷 暗 干燥 处 。 干 粉 
对 小 展 腹 腔 注射 的 LD 为 8.7Hg/20g 体 重 。 

2.C0M-HHt ”参照 上 海 生化 研究 所 东风 生化 试剂 厂 的 方法 和 Meistert52 的 方法 
人 台 成 ， 新 华 滤 纸 经 粉碎 制 成 80 一 120 目 的 的 纤维 素 粉 ， 在 冰 水 浴 中 每 500g 纤维 RIB 
加 入 6000ml 40% NaQH， 边 加 边 搅拌 ， 反 应 温度 应 维持 在 10:C 左 右 ， 并 于 加 完 碱 液 后 
继续 搅拌 举 小 时 。 移 去 冰 水 浴 , 在 搅拌 下 慢 慢 加 入 4.217 毛 乙酸 1500m1， 加 完 后 移入 605"C 
KAIMER 2 hii. AAAA, EARE ERR A, ERFT 
滴 加 6 FHC1， 中 和 过 量 的 碱 ， 控 制 反应 在 20cC 左 右 。 搅 拌 一 小 时 后 抽 滤 ， GAA 
水 洗涤 后 浸泡 在 2500m1 1.V HCl, FEA. HE. 滤 馆 用 菠 例 水 洗 至 无 握 离 子 
为 止 ， 再 用 无 水 酒精 和 乙醚 依次 脱水 ， 最 后 烘 干 研 细 ， 取 80 一 120 旦 供 实 验 用 。 依 本 法 
所 制 的 CM- 纤 维 素 的 交换 当量 可 达 0.6 一 0,7 毫 到 当量 / 死 。 

3.Sephadex G-10, G-50 FF Pharmacia) E fhe 

4. 酶 活力 测定 RRRS IRA AHE 

5.LD oREBA, KRERN ARV 一 书 中 介绍 的 Karber 法 进行 测定 。 蛋 扬 
浓度 按 Lowry 等 [3 的 方法 测定 ， 用 牛 血 清白 蛋白 作 标 准 。 

CORRE ek ” 采用 垂直 平板 式 ， 凝 胶 板 为 12x 8 x0.2cm。 浓缩 胶 浓 
度 为 4 站 ，pH4.3 分 离 胶 浓度 为 10%，pH6.7， 交 联 度 均 为 2,6%。 电极 缓冲 液 为 pH 
4.5 的 了 B- 再 氨 酸 -醋酸 名 冲 液 。 电 泳 时 电流 稳定 为 15mA， 电 泳 3 小 时 ， BESEN 
乙酸 国定 ， 染 色 液 为 考 马 斯 之 兰 溶液 {1 趾 考 马 斯 亮 兰 R250:10% 三 气 乙 酸 == 1 : 19)， 
用 7 % 醋 酸 溶 液 脱色 。 

7. 多 法 扩散 分 析 ”采用 pH8.6，0.05M 巴 比 妥 缓 冲 液 配制 的 1% 琼脂 溶 液 浇 板 。 
抗 血 清 为 上 海 生物 制品 研究 所 生产 的 精制 马 抗 眼镜 蛇毒 血清 。 

BIRR HEAD fo PBA EM | CM- 纤 维 素 柱 (3.0x65cmy) 
FpH7.8, 0.01VRBEE REM, SRA T ARAM KS, ABE 
不 深 物 后 上 柱 。 用 平衡 缓冲 液 洗 将， 洗 下 不 吸附 的 组 份 。 再 依次 用 含 0.04M 、0.0717、 
0.011, 0.154, 0.25M 0.35 NaCl 的 该 平衡 缓冲 液 洗 脱 , 每 管 收集 8ml, 每 6 分 钟 
收集 一 管 。 神 经 毒素 在 0.07M NaCI 洗 下 的 组 份 E 中 , 心脏 毒 在 0.25M aCl 洗 下 的 组 份 
G1 与 6G; 中 。 若 具 分 离 眼 镜 蛇 神经 毒素 ， 则 在 组 份 EE 被 洗 脱 下 来 后 ， 即 可 停止 洗 脱 进行 
CM- 纤 维 素 的 再 生 处 理 。 

合并 组 份 巨 的 溶液 ， 调 pH 到 6.5， 在 70°C 粳 温水 浴 中 保温 半 小 时 ， 进 行 选择 性 热 变 
性 处 理 。 冷 却 后 离心 除去 变性 蛋白 的 沉淀 ， 清 波 冷 却 到 4 °C， 在 搅拌 下 漫 慢 加 入 三 售 体 
PMMA, HARRI. 4 "C 静 置 4 小 时 后 过 滤 ， 沉 淀 经 干燥 后 即 得 含 盐 量 为 
60% 一 70% 的 眼镜 蛇 神 经 毒素 。 用 Sephadex G-10 脱 款 ， 溶 液 洪 于 即 得 纯化 的 服 镜 蛇 神 
BER. 
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结 采 


1. 依 本 法 用 CM- 纤 维 素 柱 层 析 分 离 眼 镜 蛇 毒 ， 可 得 到 10 个 组 份 〈《 图 1) 。 其 中 组 份 
A, BAARHIE, APE 为 眼镜 蛇 神 经 毒素 ， 约 占 总 蛋白 量 的 6.5% 。 组 份 G，、G :为 
乳 镜 蛇 心 及 毒素， 二 者 共 占 总 蛋白 量 的 40 吧 以 上 。 组 份 C、 吕 和 1 也 显示 神经 毒 活性 ， 
组 份 H 也 具有 心脏 毒 拌 活 竹 。 组 份 F 为 无 毒 成 份 。 


A250 am 


GAMETI -CO a eM lam IGM Lact 0. 25 air acl 


OSM" 





3.0 


2.0 


图 ] RECM- eke A Be 
Se RAE WIT pPH7.8, 0.01 MMR NIM ACM-SE RE (3.0x 65cm), RMR RAR, M 
A0 iM NaCl, 0.08M NaCl, 0.104f NaCl, 0.15M NaCl, 0.25M NaC[ 及 0.5M NaCl iyi PR 
SRB. AION, BAF 8 ml 


2. SAS} BY ALA BT he, RE, BR, -ET R 酶 、 
L -氨基 酸 氧化 酶 及 磷 酯 酶 A 的 主要 活力 都 在 组 份 A 中 。 组 份 已 也 可 测 到 很 低 的 前 三 种 
醇 的 活力 ， 但 经 过 选择 性 热 变性 处 理 后 ， 均 随 之 失 活 除去 。 

3. 选 择 性 热 变 性 处 理 后 的 眼镜 蛇 神 经 毒素 用 Sephadex G-50% REI OTH ERT, 
只 出 现 单一 的 蛋白 峰 。 而 未 经 此 处 理 的 组 份 下 在 凝 胶 过 滤 时 除 眼 镜 蛇 神经 毒素 峰 外 ， 还 
出 现 了 大 分 子 蛋白 妖 ( 图 2)}。 此 结果 与 选择 性 热 变性 前 后 的 醉 活 力 测定 结果 一 致 。 

4 ,经 过 选择 性 热 变性 处 理 、 丙 酮 沉淀 、 脱 盐 和 湛 干 的 眼镜 蛇 神 经 毒素 ， 在 紊 丙 烯 酸 
胺 凝 胶 电 泳 中 呈现 单一 的 区 带 〈 图 3) ， 在 与 抗 眼镜 蛇毒 血清 进行 的 免疫 扩散 中 也 出 现 
单一 的 沉淀 线 (图 4) 。 

5. 依 本 法 纯化 的 眼镜 蛇 神 经 毒素 ， 对 大 鼠 脑 肌 脑 神经 和 小 鸡 颈 二 腹 肌 神经 标本 具有 
明显 的 cx- 型 神经 毒素 的 神经 肌肉 阻 断 作 用 〈 云 南 淮 动物 研究 所 第 四 研究 室 ，1979) 。 小 
ARERR LD. 41.1ug/20g, 


6. 纯 化 的 眼镜 蛇 神 经 毒素 在 浓度 为 1.0mgy/m] 时 ，A2% 吕 为 1.07。 其 红外 极 收 光谱 与 
Yangt32 的 报道 相同 。 
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讨 论 

本 文 报道 的 用 CM- 纤 维 素 分 离 眼 镜 蛇 毒 及 纯化 眼镜 蛇 神 经 毒素 的 方法 与 其 他 文献 报 
道 不 同 之 外 有三， 其 一 是 采用 pH 和 赴 浓 度 较 高 的 平衡 缓冲 液 一 pH7.8， 0.01M BRE 
组 冲 液 ，《〈 一 般 都 是 采用 pH5.0 一 6.5 的 0.005AMf 缓冲 液 。) 这 既 可 使 眼镜 蛇毒 中 等 电 点 
较 高 的 碱 性 多 肽 〈 如 神经 毒素 和 心脏 毒素 等 ) 吸附 在 交换 剂 上 ， 又 可 使 许多 等 电 点 偏 低 
的 组 份 不 吸附 而 流出 ， 从 而 改善 了 碱 性 毒性 多 肽 的 分 离 。 其 二 是 采用 选择 性 热 变性 的 方 
EAR E PERM TRAN ERA, HRA KHSERA BRM RHE, 770°C 
保温 半 小 时 ， 对 其 活性 刀 无 影响 。 这 对 于 除去 组 份 已 中 的 一 些 酶 活力 是 行 之 有 效 的 简便 
办 法 ， 已 为 酶 活力 测定 和 凝 胶 过 滤 检 定 所 证 明 。 其 三 是 采用 丙酮 沉淀 ， 直 接 从 眼镜 蛇 神 
经 毒素 的 溶液 中 得 到 它 的 沉淀 ， 而 对 它 的 活性 并 无 影响 。 此 法 比 其 他 任何 浓缩 富 集 的 方 
法 {包括 硫酸 铵 分 部 沉淀 在 内 ) WEKE AARNES W 眼镜 蛇 神经 毒素 用 
Sephadex G-10 柱 层 析 脱 盐 较 用 Sephadex G-25 为 好 。 基 于 以 上 三 点 改进 ， 我 们 分 离 提 
纯 服 镜 蛇 神经 毒素 的 操作 变 得 较为 篇 便 和 抉 速 了 。 

实验 结果 表明 ， 用 本 文 报道 的 方法 纯化 的 眼镜 蛇 神 经 毒素 其 毒性 、 红 外 吸收 光谱 、 
耐 热 性 ,280nm 的 光阴 收 ,得 率 , 人 免疫 扩散 ,以 及 神经 肌肉 阻 断 等 药理 学 性 质 均 与 Yangt17 
报道 的 Cobrotoxin 相 一 至 ， 用 我 们 改进 的 方法 不 难 制 得 纯化 的 眼镜 蛇 神 经 毒素 。 

依 本 文 所 用 的 方法 合成 的 CM- 纤 维 素 性 能 稳定 分离 效 果 和 重复 性 均 比 英 国 
Whatman) ÆJ HCM- R 【如 CM-11、CM-32) 为 好 。 

本 文 报道 的 方法 不 仅 适 用 于 实验 室 制 取 眼 镜 蛇 神经 毒素 ， 也 已 用 在 工业 上 较 大 量 生 
产 纯 化 的 眼镜 婉 神经 毒 索 ， 以 便 用 来 制造 镇 痛 新 药 “ 克 痛 宁 ”。 
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A SIMPLE METHOD FOR ISOLATION AND 
PURIFICATION OF COBRA NEUROTOXIN FROM THE 
VENOM OF NAJA NASA ATRA 


Gong Chao-ling Yu Su-ging ‘Song Shi-han 


(Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica) 


Abstract 


A simple method for isolation and purification of cobra neurotoxin from 


the venom of Naja naja aira was reported, The cobra venom was absorbed 
on CM-cellulose pre-equilibrated with pH 7.8, 0.0147 phosphate buffer, The 


stepwise elution was carried out with equilibrium buffer containing several 


concentrations of sodium chloride after washing with equilibrum buffer, Cobra 


neurotoxin was eluted with equilibrium buffer containing 0.07 NaCl, This 


pooled fraction was treated with selective heat-denaturation at 70°C, Denatured 


protein was removed by centrifugation, The cobra neurotoxin was precipitated 


with 3 volumes of cold acetone from the solution, The purified cobra neurotoxin 
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was obtained after desalted on Sephadex G-10 and lyophilized. 

Cobra neurotoxin purified by above described method showed a single band on 
electrophoresis in polyacrylamide gel. A symmetrical eluted peak was exhibited 
by gel filtration on Sephadex G-50, It showed a single precipitate band when 
the cobra neurotoxin reacted with anti-cobra venom antisera, LD,, (i.p.) of 


the purified cobra neurotoxin was 1.1 pg/20g of mouse, When the concentra- 
tion of cobra neurotoxin was 1.0 mg/ml, A boim = 1.07. The yield ol the 


purified cobra neurotoxin was 6.5% approximately. 


